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为了获得重组人 ADPN 基因及有活性的 ADPN 蛋白产物，我们根据 ADPN 
cDNA 序列设计并合成 9条寡聚核苷酸片段，经重叠 PCR技术获得重组人ADPN 
基因。构建 pET-22b(+)/ADPN 表达载体，转化大肠杆菌 BL21（DE3），IPTG 诱
导表达。结果发现目的蛋白以包涵体形式表达, 表达量占菌体总蛋白的 30%以
上。表达产物通过 Ni2+-NTA 柱纯化，透析法进行复性，SDS-PAGE 分析显示，
其分子量约为 30kDa , 与预期结果一致。MTT 实验显示，我们表达的重组人
ADPN 具有抑制人内皮细胞生长的活性。 
为了检测 ADPN 对肿瘤细胞作用机制，我们采用 FITC 荧光标记法和
RT-PCR 检测 MGC-803、BGC-823、HT-29 和 Hela 细胞中 ADPN 受体表达情况，
MTT 法检测 ADPN 对这些细胞株的生长影响，流式细胞仪分析 ADPN 对 Hela
细胞周期影响，RT-PCR 检测 ADPN 对细胞周期因子和凋亡基因表达影响，
Western blotting 分析 AMPK 磷酸化情况，结果表明这些癌细胞都表达 ADPN 受
体，ADPN 对 Hela 细胞敏感，0.1μg/mL 时就能抑制其生长，10μg/mLADPN 能
诱导其发生凋亡。ADPN 下调细胞周期正面调节子 cyclin-D1 和 c-myc 的表达，
上调 p21WAF1/CIP1 和肿瘤抑制子 p53 的表达，使细胞停留在 G0/G1 期。ADPN 
上调凋亡基因 Bax 的表达，下调抗凋亡基因 Bcl-2 的表达，诱导 Hela 细胞发生
凋亡。ADPN 在 5~30min 内使 AMPK 发生磷酸化，调节 Hela 细胞生长。 
本文成功构建了 ADPN 基因，建立了高效的原核表达系统和蛋白纯化方法，
发现 ADPN 结合其受体，下调细胞周期正面调节子 cyclinD1 和 c-myc 的表达，
上调 p21WAF1/CIP1 和肿瘤抑制子 P53 的表达抑制 Hela 细胞的生长，并诱导 Hela
细胞发生凋亡。这些研究工作为进一步探讨 ADPN 的抗肿瘤机制奠定了基础。 
 














Gene Construction、 Expression of ADPN and Its Influences on 
Hela Cells Growth  
 
Abstract:  The reduction of expression level of ADPN has been reported to be 
inversely associated with an increased risk of breast cancer, endometrial cancer, 
prostate cancer, colorectal cancer and gastric cancer. The ADPN level can be as an 
important index for detection of diseases. However, the relationship between ADPN 
and cervical cancer has not been reported. Therefore, we studied whether ADPN 
influences the proliferation of cervical cancer Hela cells. 
  The ADPN gene was obtained by overlapping PCR technique. The expression 
vector pET22b(+)/ADPN  was constructed and transformed into E.coli BL21（DE3）. 
The ADPN protein was expressed as inclusion bodies with the yield of more than 30% 
of total bacterial proteins under IPTG induction. The expression products were 
purified by Ni2+-NTA affinity column，SDS-PAGE analysis showed that the relative 
molecular weight of ADPN is 30kDa which was consistent with the theoretically 
predicted value. The MTT assay showed that ADPN can inhibit the endothelial cell 
proliferation at sub-physiological concentrations.  
To detect the mechanism of ADPN on tumor cells, we detected the expression of 
ADPN receptors by RT-PCR and FITC-fluorescence labeled method in  MGC-803、
BGC-823、HT-29、Hela cells. MTT assay analyzed the influence of ADPN on the 
proliferation rate of the these cancer cells, Flow cytometry analyzed the influence of 
ADPN  on the cell cycle, RT-PCR detected the influence of ADPN  on the 
expression of the cell cycle regulators and apoptosis gene, western blotting analyzed 
the phosphorylation of AMPK induced by ADPN in Hela cells.The results showed 
that ADPN  receptors are expressed in  MGC-803、BGC-823、HT-29、Hela cells. 
ADPN was sensitive to the Hela cells, 0.1μg/ml ADPN can inhibit the growth of Hela 
cells and 10μg/ml ADPN induced Hela cells to apoptosis. ADPN down-regulated the 
expression of cell positive regulators cyclin-D1 and c-myc, up-regulated the 














ADPN reduced the expression anti-apoptotic gene Bcl-2 and increased the expression 
of apoptotic gene Bax. ADPN induced the phosphorylation of AMPK in 5-30min and 
mediated the growth of Hela cells. 
 In our present study, we constructed the ADPN gene successfully and obtained 
efficient protein expression of ADPN gene in prokaryotic system and built the 
purification method of expressed protein. Our data showed that ADPN can mediate 
the expression of cell cycle regulators and apoptosis gene and inhibit the growth of 
Hela cells and induce apoptosis responses of Hela cells through binding with its 
receptors. These results would contribute to the further study of its anti-tumor 
biological functions. 
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素(resistin)[4] 、血管紧张素 II、肿瘤坏死因子-a(TNF-a)[5] 、转化生长因子- ß 











1  ADPN 的结构 
脂联素（Adiponectin，ADPN ）又名 Acrp30[26]、AdipoQ[27]和 GBP28[28]，
前两者 早是在 1995 年和 1996 年分别由 Scherer 和 Hu 等从诱导分化的鼠脂肪
细胞中分离出的 cDNA 编码的蛋白 ，而后者是 Maeda 等在 1996 年通过对人脂
肪组织 cDNA 文库大规模的随机测序分离出来的一种胶原连结蛋白，直至 1999
年，Arita 等[29]才将其命名为 ADPN 。ADPN 是一种由 apM1 基因编码的脂肪组
织特异性血浆蛋白[18]，该基因高度表达于白色脂肪组织。基因组扫描显示人
ADPN 基因位于染色体 3q27 上，全长约 17kb，包括分子量从 18～4277bp 的三
种外显子和大小为 0.8bp 和 12bp 的两个内含子[30]。研究证明人 ADPN 由 244 个
氨基酸组成， ADPN 一级序列分析提示其包含四个功能区:前 18 个氨基酸的信
号肽、23 个氨基酸组成的氨基端非螺旋功能区、一段 22 个胶原重复序列(包括 8
个完全重复 Gly-X-Pro 及 14 个不完全重复 Gly-X-Y)和 137 个氨基酸组成的梭基
端，后者参与形成梭基端的球形结构域功能区（见图 1）[30-32]。球形结构域与胶
原蛋白Ⅹ、Ⅶ、补体蛋白 C1q 的 C 端有很大程度的同源性，属于含胶原样功能
域的蛋白质家族。另外，X 线显像技术显示，ADPN 球形域与 TNF-α 有惊人的






































ADPN 在人血浆中以两种形式存在：全长型 ADPN （f-ADPN，f-Ad）和球





图1  脂联素一级结构示意图. 
Fig.1 The primary structure of ADPN 
图2  重组鼠脂联素g-Acrp30（2a）和TNF-α（2b）的晶体结构. 
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ADPN 三聚体紧密联结的明确机制还不清楚，但球形域和胶原序列两者的相互
作用对于确保多聚体形式的稳定性和活性是明确的。g-Ad 是经全长型 ADPN 通
过蛋白酶裂解而来[36]，包含球状结构域，并以三聚体形式存在。通过对哺乳动
物的研究发现，ADPN 在进行翻译修饰后，先经羟基化作用然后再进行糖基化
作用而产生 8 个不同的异构体，其中 6 个异构体在胶原样结构域的 4 个赖氨酸处
经过羟基化及糖基化修饰[37]。功能分析显示当4个赖氨酸被精氨酸替代后，ADPN 
对原代鼠肝细胞糖异生的抑制效应显著减弱[38]，在胰岛素增效作用上更有效，
提示胶原样结构域中 4 个赖氨酸的羟基化及糖基化修饰对于发挥 ADPN 的生物
活性有重要影响。 
2  ADPN 的表达及分泌的调控 
正常人血浆中 ADPN 的含量比较高，达到 5~30μg/mL，其表达水平的调控
非常复杂可以发生在多个水平。一系列研究表明 ADPN 的表达水平受到遗传、
种族因素、激素和过氧化物酶体增殖物激活受体（PPAR- Y）等因素影响。 
2.1  遗传和种族因素的影响 
多项研究证实，ADPN 的编码基因 apM 1 序列变异可引起血浆 ADPN 的浓
度发生改变。Peek 等[39]研究发现 ADPN 水平的遗传度为 46%即 ADPN 水平的
变异有 46%可以归结为其编码基因的作用。研究表明在 2 型糖尿病易感人群中
ADPN 基因启动子、外显子 3 和第 2 内含子的一些罕见突变可使 ADPN 表达下
降。在对日本 2 型糖尿病人群的调查中发现了四种错义突变，这些突变导致了
ADPN 水平的下降[40]。Takahashi 等[41]对 219 例标本进行了序列分析，发现了
ADPN 基因 94 位点(外显子 2)G-T 的转换及 383 位点(外显子 3)C-T 的转换。383
位点的突变导致了血浆 ADPN 水平显著下降。种族因素也会造成 ADPN 水平的
差异。一项研究比较同等体重指数的高加索白人与亚洲黄种人群，在调整了年龄
血压等影响因素后，高加索人仍有较高的 ADPN 水平[42]。 
2.2  激素 
ADPN 作为脂肪细胞特异性分泌的激素蛋白，其分泌也受到其他激素的影
响。Fasshauer 等[43]报道用 30ng/mL 白介素-6（IL-6）处理 3T3-L1 细胞可明显使
ADPN 分泌减少。用有丝分裂原激活的蛋白激酶 p44/42MAPK 的抑制剂预处理
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显著抑制脂肪细胞中 ADPN 基因的表达。C-Jun-N-末端激酶( JNK)的抑制剂或
PPAR-Y 激动剂可部分阻断肿瘤坏死因子 TNF-a 对 3T3-L1 脂肪细胞中 ADPN 表
达的抑制效应，当合用 JNK 抑制剂和 PPAR-Y 激动剂时可完全消除此抑制效应。
P-肾上腺素受体激动剂-异丙肾上腺素，腺昔酸环化酶激活子-forskolin 或环化单
磷酸腺昔(CAMP)的类似物通过激活 cAMP 通路可使 3T3-L1 细胞中 ADPN 
mRNA 表达呈剂量依赖性下降，而采用异丙肾上腺素的抑制剂普萘洛尔
（Propranolol）或蛋白激酶 A（PKA）的抑制剂处理后可使其抑制作用得到部分
逆转[44]。关于生长激素是否影响 ADPN 的表达还存在争议，Aimin 等[45]报道生
长因素可以剂量依赖的方式显著增强 3T3-L1 脂肪细胞中 ADPN 的基因表达。而
Fasshauer[43]则表明生长因素对 3T3-L1 脂肪细胞中 ADPN 的表达无显著影响，
因此生长激素是否影响 ADPN 的表达有待进一步的研究。 




85%的 ADPN 的基因表达受到抑制。然而采用 P42/44 丝裂原激活蛋白激酶、PI3
激酶和 P70S6 激酶的药理抑制剂预处理 3T3-L1 脂肪细胞后，胰岛素的这种抑制
效应可被部分逆转。这说明胰岛素可能通过激活 P42/44、MAPK、PI3 激酶、P7056
激酶等信号通路来调节 ADPN 的表达。研究发现当停止使用这些激素 24h 后，
对 ADPN 基因表达的这种抑制作用可以被完全逆转。因此关于胰岛素与 ADPN 
的关系仍需要进一步的研究加以明确。 
在人体实验中发现，性腺功能减低的男性 ADPN 水平显著升高，用雄激素
替代治疗后 ADPN 水平下降[48]。 
2.3  过氧化物酶体增殖物激活受体（PPAR-γ） 
PPAR-γ 是一种靠配体激活的核激素受体，它在调节脂肪的储存上有重要的
作用。Maeda 等[49]研究证实，在培养的 3T3-L1 细胞中，PPAR-γ的激动剂罗格列
酮（Thiazolidinedion，TZD）能直接结合 PPAR-γ，而 PPAR-γ 则与 ADPN 基因
启动子上的 PPAR.应答序列(PPRE)特异性结合，并增加 ADPN 基因启动子的活
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等[50]研究了 PPAR- Y 与 ADPN 表达水平的关系，发现 PPAR- Y 兴奋剂能促进血
浆中 ADPN 含量增加。然而，二甲双胍或 PPAR-a 兴奋剂却不影响 ADPN 的表
达。此外，在 PPAR-γ突变且患有严重胰岛素抵抗的病人中，血浆中的 ADPN 水
平下降了 80%。因此，PPAR-γ可能诱导了脂肪组织 ADPN 的表达，从而增加血
浆中的 ADPN 水平，ADPN 可能是 PPAR-γ 活性的一种体内生物标记。新近的
临床研究表明，TZD 显著的增强胰岛素的敏感性和 B 细胞的功能，对于糖耐量
减低病人可以调节 ADPN 和 C 反应结合蛋白（CRP）的水平，从而改善 RI 抵抗
[51]。 
3  ADPN 的受体及其表达调控 
Yamauchi 等[52] 先从 Ba/F3 细胞中提取出 ADPN 特异性受体的 cDNA ，并
将其编码的蛋白分别命名为 AdipoR1 和 AdipoR2。分析两种受体的氨基酸序列后
发现两者在结构上有 66 7%的同源性。并且人和鼠的 AdipoR1 有 96.8%的同源性，
人和鼠的 AdipoR2 有 95 2%的同源性，说明这两种受体的高度保守性。人和鼠的
AdipoR1 分别定位于染色体的 1p36 13-q41 和 1E4，而 AdipoR2 分别定位于 12P13 
31 和 6F1。AdipoRl 大量表达于骨骼肌而 AdipoR2 则主要表达于肝脏。近来的研
究表明，多种癌细胞中也表达 ADPN 受体，如前列腺癌[53-55]和乳腺癌[56-60]中都
被检测到表达 ADPN 两种受体。AdipoRl 和 AdipoR2 包含 7 个跨膜结构域，但
他们的 N 端在细胞内，而 C 端在细胞外（图 3），这与 G 蛋白连接受体的结构是
相反的，因此 AdipoRl 和 AdipoR2 可能不通过与 G 蛋白偶联，而直接与下游细
胞内信号分子作用进行信息传递。Scatchard Plot 分析显示，AdipoR1 对 g-Ad 有
高度亲合性，但对 f-Ad 的亲和性很低，AdipoR2 对 g-Ad 和 f-Ad 都有着中度亲
和性。ADPN 通过与不同的受体结合产生不同的生物学效应。在模拟转染 C2C12
肌细胞中，用反义 RNA 抑制 AdipoRl 可显著减少 g-Ad 对脂肪酸氧化和葡萄糖
摄取的促进效应，但对 f-Ad 的效应无显著影响。如抑制 AdipoR2 则可部分减少
f-Ad 和 g-Ad 的效应[52]。 
ADPN 两种受体的表达是可调控的，其表达水平的变化与多种因素有关。
ADPN 受体的表达与家族遗传有一定的关系。一项以墨西哥裔美国人为对象的
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